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Resumen

Las enfermedades causadas por virus y nematodos reducen los rendimientos y la calidad
del tubérculo semilla en los cultivos de papa de todo el mundo, por lo que se toman
diversas medidas y esfuerzos en investigacion para combatir estas enfermedades. Esta
investigacion se planted con el objetivo de validar tres marcadores moleculares asociados a
genes de resistencia al nematodo quiste (Globodera rostochiensis y G. pallida) y al virus
PVY en cultivares mejorados de papa. El estudio se realizé en condiciones de laboratorio e
invernadero. En laboratorio la PCR permitié evaluar la presencia de los genes de resistencia
a traves del marcador RySC3 para resistencia al virus PVY y los marcadores HC y Gro 1-4
para resistencia a G. pallida y G. rostochiensis respectivamente. En invernadero el analisis
de resistencia y/o susceptibilidad se determiné a través de la absorbancia (método DAS-
ELISA) y severidad para el virus PVY 'y la tasa de multiplicacion en raiz (TMR) para el
nematodo del quiste. Se verificd que el alelo para el marcador RySC3 esta co-localizado
con el gen Ryadq para resistencia a PVY, que fue observado en todos los cultivares a
excepcion de Huaycha. Por otro lado el alelo para el marcador HC que co-localiza con el
gen/QTL RGp5-vrnHC para resistencia a G. pallida, se observé en 14 de las 20 cultivares
evaluados, es decir el 70% mostraron el alelo de resistencia y el alelo para el marcador
Grol-4 que co-localiza con el gen Grol-4 para resistencia a G. rostochiensis se observé en
7 de los 20 cultivares, es decir el 35% de los cultivares mostraron el alelo de resistencia a
G. rostochiensis.
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Molecular markers for Globodera rostochiensis, G. pallida and PVY virus in potato
(Solanum tuberosum L.)

Summary

The diseases caused by viruses and nematodes reduce the yields and quality of the seed
tuber in potato crops throughout the world, which is why various measures and research
efforts are taken to combat these diseases. This research was aimed at validating three
molecular markers associated with resistance genes to the cyst nematode (Globodera
rostochiensis and G. pallida) and the PVY virus in improved potato cultivars. The study
was conducted under laboratory and greenhouse conditions. In the laboratory the PCR
allowed to evaluate the presence of the resistance genes through the RySC3 marker for
resistance to the PVY virus and the markers HC and Gro 1-4 for resistance to G. pallida
and G. rostochiensis respectively. In the greenhouse, the analysis of resistance and / or
susceptibility was determined through the absorbance (DAS-ELISA method) and severity
for the PVY virus and the root multiplication rate (TMR) for the cyst nematode. It was
verified that the allele for the RySC3 marker is co-localized with the Ryadg gene for
resistance to PVY, which was observed in all cultivars with the exception of Huaycha. On
the other hand, the allele for the HC marker that co-localizes with the gene / QTL RGp5-
vrnHC for resistance to G. pallida, was observed in 14 of the 20 cultivars evaluated, that is,
70% showed the resistance allele and the allele for the marker Grol-4 that co-localizes with
the gene Grol-4 for resistance to G. rostochiensis was observed in 7 of the 20 cultivars, that
is to say 35% of the cultivars showed the allele of resistance to G. rostochiensis.

Additional keywords: Diseases, absorbance, allele, severity, association.
Introduccion

Bolivia es parte de los 15 paises mas Estas especies silvestres hoy dia

megadiversos del mundo. La diversidad
de ecoregiones y la presencia imponente
de la Cordillera de los Andes, hace que
estas zonas sean ricas en diversidad de
alturas, climas y taxas de especies. La
mayor diversidad de papas en el mundo
se encuentra en su lugar de origen: el
altiplano de los Andes, principalmente en
Per( y Bolivia. Desde hace ocho mil afios
la papa es el alimento basico de las
poblaciones del altiplano (Gabriel et al.,
2011; Devaux y Ordinola, 2012).

Las especies silvestres que hoy en dia
habitan en las zonas altoandinas de
América del Sur dieron origen a la papa
cultivada. Segun Hawkes (1978), estas
especies han jugado durante méas de diez
mil afios un papel clave en el desarrollo
de los cultivares nativos y silvestres con
resistencia a estreses bidticos y abidticos.

representan un gran reservorio y caudal
de genes adicionales de recursos
genéticos de la papa (Chavez, 2007).

Por tanto la biodiversidad de la papa no
esta restringida a especies cultivadas sino
que se relacionan con especies silvestres.
La papa tiene mas especies silvestres
afines que cualquier otro cultivo. En
Bolivia la biodiversidad de la papa abarca
méas de 1500 cultivares nativos y ocho
especies cultivadas: Solanum tuberosum
subsp. andigena, S. stenotomum, S. X
ajanhuiri, S. x curtilobum, S. goniocalyx,
S. X juzepczukii, S. x chaucha y S.
phureja, siendo la méas cultivada S.
tuberosum subsp. andigena. Ademés de
estas ocho especies cultivadas se han
identificado 39 especies silvestres
(Gabriel et al., 2011).



12 Vol 22 (2) 2018

Este tubérculo es cultivado en pequefias
superficies de tierra, ocupa el primer
lugar entre los tubérculos cultivados con
una superficie aproximada de 125 a
130.000 hectéreas de cultivo (Coca, 2012)
e involucra aproximadamente a 200.000
agricultores en su produccion, que son el
30 a 40 % del total de agricultores del
pais (Gabriel et al., 2011). Es la principal
fuente de alimentacion e ingresos en
Bolivia y se conoce que 114 municipios
del pais han priorizado la papa (Zeballos
et al., 2009).

A pesar de la gran importancia que tiene
en el pais, la produccion y productividad
es baja, con un rendimiento promedio de
6 t/ha, aunque en algunas zonas como los
valles interandinos y los valles
mesotérmicos de Cochabamba y Santa
Cruz, los rendimientos son mayores a 10
t/ha, mientras que paises como Estados
Unidos y la Uni6én Europea han alcanzado
rendimientos superiores a los 50 t/ha. Las
razones por las cuales se da esta situacion
son multiples, desde las condiciones en
las que se cultiva, calidad de la semilla,
cultivo en zonas montafiosas que
dificultan la mecanizacion etc., por citar
algunas pero ademas, se tiene la presencia
de plagas, enfermedades y condiciones
del clima adversos (Gabriel et al., 2011).

Las enfermedades que afectan la
produccion de papa son diversas. Estrada
(2000) menciona 25 virus, 38 hongos, 6
bacterias, 2 micoplasmas y un viroide;
ademéas de 68 especies de nematodos y
128 insectos-plaga, totalizando unos 266
patdgenos y plagas.

Los nematodos del quiste son una plaga
seria en algunas de las principales zonas
de cultivo de papa. Originarios de la zona
andina, se han diseminado a algunas
regiones de clima templado y a las zonas
altas de algunos lugares tropicales, donde
reducen considerablemente los
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rendimientos. El ataque de los nematodos
favorece las infecciones de las plantas por
la marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum) y la marchitez por
Verticillium (CIP, 1996).

Por otra parte el virus PVY es el segundo
mas importante de la papa. Es perpetuado
por tubérculos infectados y transmitido
por afidos en forma no persistente. Las
pérdidas en el rendimiento pueden llegar
hasta 80% (CIP, 1996). Su impacto en la
industria y el cultivo de papa es de
grandes dimensiones, asi como los
esfuerzos en investigacion que se realizan
para combatir estas enfermedades.

Diversas medidas han sido tomadas a lo
largo de los afos para reducir los dafios
causados por estos patdgenos.
Principalmente el incremento en el uso de
plaguicidas sintéticos, los cuales, a partir
del desarrollo de su industria en la década
de 1940 han representado durante mas de
60 afios la base fundamental del combate
de las plagas, llegando a ocasionar
ademas de efectos nocivos en los
humanos, un desequilibrio en los
agroecosistemas andinos contaminando
suelo, agua, alimentos y afectando la
biodiversidad. Asimismo es importante
sefialar que a nuestro pais ingresan
legalmente e ilegalmente plaguicidas que
estan prohibidos y/o restringidos en otros
paises de la regién por ser altamente
toxicos (Cervantes, 2010).

Por tanto con el fin de reducir la
aplicacion de agroquimicos en la
produccion agricola de papa, se propone
el mejoramiento genético vegetal, que
permitiria la obtencion y seleccion de
genotipos superiores; estos genotipos
lograrian una mayor produccion, tanto en
calidad como en cantidad de los cultivos;
una resistencia a plagas y enfermedades,
y una disminucién de la contaminacion de
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suelos durante el proceso de produccion
(Alarcén, 2008).

En los Gltimos afios la tecnologia de los
marcadores moleculares se volvié una
herramienta indispensable para apoyar los
programas de mejoramiento convencional
para seleccion varietal, que en general
llevan mucho tiempo ya que estan
basados en el cruzamiento de cultivares
con caracteres valiosos esperando
obtener cultivares con atributos de los
progenitores que se complementen,
evaluadas en campo (Mendoza, 2008).
Por medio de marcadores moleculares se
puede obtener informacién acerca de la
existencia ~de  determinado  alelo,
segmento cromosémico 0 cromosoma
completo o de una secuencia particular de
ADN en wuna determinada muestra,
accesion o poblaciéon, bien porque el
marcador utilizado es parte del gen de
interés 0 porque esta genéticamente
ligado al mismo (Ford-Lloyd, 2001), lo
cual facilita la seleccién de los genes de
interés para su posterior introduccion a
las cultivares, ya que la mayoria de los
rasgos importantes en los cultivos como
produccion, calidad y formas de
resistencia ~a  enfermedades  son
controlados por genes que pueden
asociarse a marcadores moleculares
(Mosquera et al., 2008).

La validacion de estos marcadores
moleculares permitira acelerar el proceso
de mejoramiento genético a través de la
identificacion de algunos genes de interés
en papas bolivianas y permitir el
cruzamiento de modo méas efectivo
(Alarcén, 2008).
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El objetivo de la investigacion fue validar
tres marcadores moleculares asociados a
genes de resistencia al nematodo quiste
(Globodera rostochiensis y G. pallida) y
al virus PVY en cultivares mejorados de

papa.
Materiales y Métodos

Ubicacion

La investigacion se llevd a cabo en la
Fundaciéon para la Promocion e
Investigacion de Productos Andinos
(PROINPA), ubicado en el municipio de
ElI Paso dentro de la provincia
Quillacollo, que corresponde a la regién

de los valles secos interandinos a 2500
msnm.

Material bioldgico

Se utilizaron 20 cultivares de papa
tetraploides (Tabla 1). Los cultivares
utilizados en los ensayos fueron
proporcionados por la  Fundacion
PROINPA, seleccionados de una lista de
nuevos cultivares, con resistencia a plagas
y enfermedades, que fueron evaluados en
campo previamente (Gabriel, 2010;
Gabriel et al., 2011). Para las reacciones
de PCR se utilizaron como controles
resistentes (+) los cultivares nativos: Papa
Rosa (adg); Pinta Boca (stn) y Wallpa
Ningri (stn), para los marcadores RySC3,
HC, y Gro 1-4 respectivamente.

Para el ensayo con nematodos se utilizd
como inéculo, sustrato infestado con
ambas especies del nematodo del quiste
(G. rostochiensis y G. pallida) y para el
ensayo con el virus PVY, se utilizo
plantas del cultivar Huaycha infectadas
con el virus obtenidas en campo.
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Tabla 1. Lista de cultivares evaluados y genealogia

) Genealogia
Cultivar

Madre Padre
Aurora India Huaycha
Chota Nawi 380073.2 [(sto x pls)]
Desireé Urgenta Depesche
India US 136.6 [3345D(1) x 2288A(2)]
Isabel 82-222-2 Jaspe
Jaspe (sto x pls) (tbr x phu)
Keila 82-222-2 Jaspe
Morita 82-222-2 India
P'alta Chola India Robusta
Pafrita Perla Desirée
Pinker Solanum fendleri Desirée
Puyjuni Imilla India Huaycha
Robusta (tbr x adg) tbr
Rosada (iop-phu) Sani Imilla (adg)
Runa Toralapa tbr (1-1058) adg (700764)
Salomé India (phu + gon)
Victoria 86-40-3 Puquina (720049)
Violeta [Robusta x 82-3-5] [Robusta x 82-3-5]
Yunguefiita O.P. Yungay
Huaycha S. andigena

Fuente: Gabriel et al. (2011)

Metodologia

Las pruebas en laboratorio realizadas para

el analisis de co-localizacion de

marcadores

moleculares  con sus

respectivos genes/QTLs de resistencia se
hicieron en los siguientes pasos: Colecta
del material bioldgico y extraccion de
ADN, cuantificacién de ADN gendmico,
amplificacion mediante PCR vy
cuantificacion de ADN amplificado.

Se realizo la colecta de foliolos tiernos y
sanos de plantas de todos los cultivares y

se almacenaron a — 20 °C. Posteriormente
se realizd la molida de las muestras con
nitrogeno liquido a - 196°C. La
extraccion del ADN de los 19 cultivares
de papa y del cultivar Huaycha (control),
se realiz6 segun el protocolo CTAB 2X
(hexadecil bromuro de trimetil amonio)
de extraccién de ADN de plantas (Doyle
y Doyle, 1990).

La cuantificacion de ADN total se realizd
a partir de las muestras extraidas,
mediante electroforesis en gel de Agarosa



15 Gabriel et al.

al 1%. Para la cuantificacion se utilizo: 8
uL de agua destilada, 1 pL de ADN total
y 1 uL de tampon de cargado (1 mL de
tampon de cargado + 8 uL de syber
green). Se depositaron las muestras en los
pocillos del gel, colocando en un pocillo
el marcador de peso molecular de 10.000
pares de bases (bp) para comparar la
intensidad de las bandas y se aplico la
corriente (5V/cm). Finalmente se coloco
el gel sobre la fuente de luz ultravioleta
para fotografiar e interpretar los
resultados.
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En base a los valores de concentracion
obtenidos en la cuantificacion se
realizaron diluciones del ADN de cada
muestra, para obtener concentraciones de
ADN molde de 4 ng/ul para cada cultivar,
conservados a -20 °C.

Se realizd6 una PCR en gradiente para
encontrar la temperatura Optima de
anillamiento, probando un rango de
temperaturas de 50-60°C para los tres
marcadores (Tabla 2), siendo estos los
rangos de temperatura usados por
Gebhardt et al. (2006), Ottoman et al.
(2009) y Guzméan (2010) (Tabla 3).

Tabla 2. Ubicacién de los genes de resistencia en el respectivo cromosoma y el marcador

usado de acuerdo al patégeno estudiado.

Patogeno Gen resistente  Cromosoma  Marcador Referencia
Globodera pallida RGp5-vrnHC \ HC Sattarzadeh et al. (2006)
Globodera rostochiensis Gro1-4 Vil Grol-4 Gebhardt et al. (2006)
PVY Ryadg XI RySC3 Gebhardt et al. (2006)

Tabla 3. Analisis con los siguientes marcadores moleculares y las secuencias de los
primers usados para amplificar dichos marcadores. Temperaturas de hibridacién (Tm)
usadas en PCR, junto con el tamafio del fragmento esperado.

. Longitud del o Tipo de
Marcador Secuencias producto (pb) Tm (°C) marcador
HC f ACACCACCTGTTTGATAAAAAACT 276 58 PCR
r GCCTTACTTCCCTGCTGAAG
Grol-4 f TCTTTGGAGATACTGATTCTCA 602 60 PCR
r CGACCTAAAATGAAAAGCATCT
RYSC3 f ATA CACTCATCT AAATTT GAT GG 320 58 SCAR

r AGG ATATACGGCATCATTTTT CCG A

Forward primer (f), Reverse primer (r)

La composicion y concentracion de las mezclas son detallas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion y concentracion de mezclas.

Mix 1
Reactivos stock Final 7 ul
Tampon PCR 10X 1X 1l
dNTPs 2 mM clu 0.2mM clu 1pl
Iniciador directo y reverso (10pmol/ul cada uno) 1 pmol/ul 0.8 ul
H,O 4.2 ul
ADN molde 4ng/ul 3 ul
Mix 2
Stock Final 5ul
H20 X 4.4l
Tampdn PCR 10X 1X 0.5 ul
Taq polimerasa (afiadir a Gltimo momento) 0.025 U/ul 0.1l

Se prepararon los mix en un bafio de
hielo, para 22 muestras, incluyendo el
control  positivo  (cultivar  nativo)
correspondiente a cada marcador y el
control negativo de la reaccion. Se tuvo
en total 15 pL de mezcla, de los cuales se
distribuyé 5 pL del mix 1 en los tubos
PCR y se afadieron 3 pL de ADN a cada
tubo y 3 pL de agua al control negativo.

Se afadieron 5 pL del mix 2 y la tag
polimerasa justo antes de repartir el mix
2. Finalmente se sello la placa PCR, se
colocé al termociclador (modelo PTC-
100, MJ Research, Ramsey, Minnesota,
USA) y se hizo correr el programa de
amplificacion (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de ciclaje para cada marcador.

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo (min.)
1 ciclo 5.0
35 ciclos 1.0
T de hibridacion * 45 seg.
45 segq.
1 ciclo 5.0
1.0

La T° de hibridacion especifico para cada primer

Cuantificacién de productos PCR

Los productos PCR se visualizaron en un
gel de Agarosa al 1.8 % (1.8 g de agarosa

en 100 mL de TBE 1X), se utilizaron 5
pL de la reaccion y 0.5 pL de tampén de
cargado (1 mL de tampon de cargado + 8
pL de syber green) y fueron fotografiados
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con una cémara digital en el
transiluminador con luz UV. Los
fragmentos de ADN esperados se
compararon con un marcador de peso
molecular de 2500 pb.

Pruebas en invernadero

Previo a la siembra de todo el material, se
realizd un tratamiento de los tubérculos
con giberelina a 50 ppm (0.05 g de acido
giberélico en polvo en 1 L de agua)
durante 10 min para inducir la brotacién.

Para evaluar la  resistencia de las
cultivares a los patégenos en invernadero,
se utilizd un disefio completamente
aleatorio en cada ensayo con un factor de
variacion, donde los 20 cultivares fueron
los tratamientos con cuatro
plantas/cultivar, correspondiendo a las
unidades experimentales, haciendo un
total de 80 plantas por ensayo (Gabriel et
al., 2017).

Resistencia a virus PVY

En condiciones de invernadero, se realizd
la siembra de los cultivares, incluyendo el
control positivo 'y negativo. Se
sembraron cuatro tubérculos por cultivar
en distintas macetas de 2 kg con sustrato
estéril compuesto por arena lama, chala
de arroz y tierra vegetal en wuna
proporcion 1:1:1 respectivamente vy
fueron ubicados en mesones.

Se utilizd como inoculo material
infectado con PVY recolectado de campo,
con sintomas aparentes y se realizd un
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analisis  serolégico en laboratorio
mediante DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich), de acuerdo a lo descrito por
Sosa et al. (1997). Una vez confirmada la
presencia del virus se inocularon
primeramente  plantas del cultivar
Huaycha, esto para la multiplicacién del
virus y para tener una cantidad suficiente
del inoculo para el resto de los cultivares,
las cuales se inocularon posteriormente.

Las plantas se inocularon a los 2 1/2
meses de la siembra, para esto se
recolectaron muestras (foliolos) de las
plantas del cultivar Huaycha en bolsas de
plastico, se pesaron y se afiadié un Buffer
fosfato 0.01M con pH 8 (Relacion peso
hojas: volumen buffer 1:3), para después
molerlas y obtener clorofila. Con la
mezcla del jugo de las muestras molidas,
se realizd la inoculaciébn mecéanica por
frotacion a la superficie de los foliolos
mas grandes y sanos de las plantas en
invernadero, pasandolas previamente con
carborundum (abrasivo) para producir
heridas que faciliten la iniciacion de la
infeccion en células potencialmente
infectables (Sosa et al., 1997).

La evaluacion de sintomas localizados y
sistemicos en la planta se realizd durante
dos dias, a las tres semanas de
inoculacion (18 dias) esto para que exista
un aumento en la concentracion del virus
y los sintomas sean visibles. Se
evaluaron los siguientes sintomas (Tabla
6).

Tabla 6. Sintomas en plantas de Solanum tuberosum infectadas con el virus PVY.

Sintomas localizados

Sintomas sistémicos

Puntos necroticos
Mosaico leve
Mosaico severo

Encrespamiento
Acucharamiento concavo y convexo
Amarillamiento de apices

Fuente: Coca (2010)
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Resistencia al nematodo del quiste de la
papa

Se recolect6 sustrato de suelo de parcelas
infestadas con nematodos del quiste del
municipio de Colomi, Cochabamba. Se
realizo el lavado del sustrato de acuerdo
al metodo modificado de Fenwick
(Gonzalez y Franco, 1993) para separar
los quistes del mismo hasta obtener una
concentracion de 10 huevos/g de suelo.

Se realizo6 la prueba del bioensayo segun
la metodologia descrita por Ortufio et al.
(1994) para cada cultivar con cuatro
repeticiones como sigue: Se llenaron las
bolsas (15 x 20 cm) con 400 g de mezcla
de suelo organico compuesto por arena,
chala de arroz y tierra vegetal en una
proporcioén 1:1:1 respectivamente,
desinfestada al calor, posteriormente se
aumentaron 30 g de sustrato infestado con
quistes (poblacion inicial de quistes, Pi),
se mezclo y humedecio el suelo con 172
mL de agua corriente, que corresponde al
40 % de humedad ya que la humedad
excesiva causa pudriciones prematuras en
la semilla. Se coloc6 un tubérculo
brotado o un brote de un cultivar de papa
en la bolsa, se tap6 con el mismo sustrato
y se cerr0 la bolsa. La bolsa se identifico
con el nombre de la cultivar, el nmero de
repeticion y la fecha. Finalmente se
colocaron las bolsas sembradas y cerradas
en un lugar caliente (20-25°C) y oscuro
para evitar el crecimiento del follaje,

ISSN: 1853-4961

dentro de una caja de carton revestida
interiormente con papel periddico, lo cual
ayudo a conservar la temperatura. Se
realiz6 un control diario usando un
termometro.

La inoculacién de ambas especies de
nematodos se realiz6 al momento de la
siembra segun el método del bioensayo
descrito por Ortufio et al. (1994). Esto sin
hacer distincion de especies de
Globodera.

Se evaluaron los bioensayos 55 dias
después de la siembra, para determinar la
presencia de quistes (Globodera spp.)
(Ortufio et al., 1994). Se realiz6 la
primera evaluacion contando el ndmero
de hembras inmaduras que se observaron
sobre el bolo radicular y evaluando el
desarrollo de raiz en bueno, medio o bajo
de acuerdo a la cantidad de raiz
observada. El nivel de resistencia del clon
se dio en base a la escala de evaluacion
que se indica en la Tabla 7 y en
comparacion con el cultivar Huaycha. La
segunda evaluacion se realizO un mes
después de la primera contando la
cantidad de huevos presentes en los
quistes para determinar la viabilidad y
densidad de la poblacion final (Pf). De
esta forma se calculo la relacién
Poblacion final/Poblacion inicial (Pf/Pi),
donde valores >1 indican reproduccion
del nematodo (Jiménez-Pérez et al.,,
2007).
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Tabla 7. Escala de evaluacion del nivel de resistencia.

Parametro Escala Reaccion

0 Resistente (R)

Hembras inmaduras sobre 1-15 Parcialmente resistente (PR)

la masa de suelo y raices 16-50 Moderadamente susceptible (MS)
>50 Susceptible (S)
<1.0 Resistente (R)

Tasa de multiplicacion de 1.0-3.7 Parcialmente resistente (PR)

huevos (ePf/ePi) 3.8-7.0 Moderadamente susceptible (MS)
>7.0 Susceptible (S)

Fuente: Gonzélez y Franco (1993)
Evaluacion 1

Se evalud el desarrollo de raiz en los
bioensayos ya que las raices son
indispensables para la alimentacion del
nematodo, clasificando en una escala del
1-5 la cantidad de raiz observada, siendo
1y 2: para un bajo desarrollo de raiz; 3:
para un desarrollo intermedio y 4, 5: para
un buen desarrollo de raiz. Posterior a
esto se realizd el conteo de hembras
inmaduras las cuales se encontraban
adheridas a las raices de los bioensayos.

Evaluacién 2

Para la segunda evaluacion se realizo los
siguientes pasos:

Extraccion de quistes de los bioensayos.
Se realizo el lavado de 100 cc de sustrato
de cada bioensayo.

Separacion de quistes con el método de
flotacion en gasolina descrito por Canto-
Saenz y Gonzélez (1993).

Conteo de quistes, utilizando dos
estereomicroscopios Reichert con un
aumento de 1X a 6X con lente 10X cada
uno. Se sacé el promedio de quistes
existentes en cada cultivar y la viabilidad
de los quistes se obtuvo a través de la
trituracion de 25 quistes por repeticion de
cada cultivar. Posteriormente, se realizd

el conteo de huevos y juveniles de
segundo  estadio (J2) en  dos
estereomicroscopios, uno con un aumento
de 1X a 6X con lente 10X de la marca
Reichert; y el otro con un aumento de
1.5X a 4.5X con lente 15X de la marca
Wolfe.

Determinacién de especies

Para identificar las especies de Globodera
se procedio al montaje de la region
posterior del quiste realizando cortes
perineales, de acuerdo a la metodologia
de Gonzalez y Franco (1993). Se
realizaron cortes de 10 quistes como
minimo, en dos repeticiones de seis
cultivares, los cultivares Pafrita y Rosada
que tuvieron en promedio la mayor
cantidad de quistes, los cultivares
Huaycha y Runa Toralapa que en
promedio tuvieron una mediana cantidad
de quistes y los cultivares P alta Chola e
India que en promedio tuvieron la menor
cantidad de quistes en este estudio.

Una vez terminado el montaje, se
procedio a contar las lineas entre el ano y
la fenestra de cada muestra con la ayuda
de un microscopio compuesto (10x20;
10x40), considerando que los quistes de
Globodera pallida presentan menos de 14
lineas entre el ano y la fenestra y los
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quistes de G. rostochiensis mas de 14
lineas.

Variables de respuesta

En el caso de nematodos fue la tasa de
multiplicacion (TM) que se calculd al
obtener el promedio final de quistes (Pf) y
hembras inmaduras presentes en el
bioensayo de cada cultivar. Para virus
PVY se tomd en cuenta la presencia de
sintomas  localizados (ej.  puntos
necroticos, mosaico leve 0o mosaico
severo) y sistémicos (ej. encrespamiento,
acucharamiento,  amarillamiento  de
apices) en la planta y su reaccion al test
serolégico DAS-ELISA de acuerdo al
grado de absorbancia.

Andlisis Estadisticos

El andlisis de los datos se llevo a cabo
con un andlisis de varianza y comparacion
de medias utilizando el Proc GLM del
SAS para cada una de las variables
evaluadas (SAS Users Guide 2004),
haciendo un previo analisis de normalidad
y homogeneidad de varianzas (Gabriel et
al., 2017).

Para el andlisis de los nematodos debido a
que se trataba de datos discretos que

.
-
-

-
-
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fueron respuestas numeéricas resultado del
proceso de conteo, se realizd una
distribucion (discreta) de Poisson para
calcular las probabilidades asociadas a la
variable aleatoria dentro de un intervalo
continuo de tiempo 0 espacio
(Herndndez-Gonzalez, 2007).

Los datos moleculares sobre presencia y
ausencia del gen de resistencia se
almacenaron en archivos con formato
EXCEL para su posterior andlisis
estadistico.

Se aplicd un t-TEST para comparar las
medias de niveles de resistencia en los
cultivares que pertenecen a cada clase de
marcadores (ausencia/presencia) en cada
caso, utilizando Proc t-test del software
SAS (SAS Users Guide, 2004).

Resultados y discusion

Analisis con marcadores moleculares

Utilizando el protocolo de extraccion de
Doyle y Doyle (1990) se obtuvo ADN de
muy buena calidad (bandas netas, Figura
1). EI ADN tuvo una concentracion que
fluctué entre 40 ng/uL y 100 ng/uL.

. . -
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Figura 1. Cuantificacion de ADN gendémico. En la figura se observa el ADN de las 20
cultivares de papa. 1. Aurora, 2. Chota Nawi, 3. Desireé, 4. India, 5. Isabel, 6.Jaspe, 7.
Keila, 8. Morita, 9. Pafrita, 10. P'alta Chola, 11. Pinker, 12. Puyjuni Imilla, 13. Robusta, 14.
Rosada, 15. Runa Toralapa, 16. Salomé, 17. Victoria, 18. Violeta, 19. Yunguefiita y 20.

Huaycha
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Las pruebas de temperatura de
hibridacion realizadas en la PCR en
gradiente determinaron que las
temperaturas 6ptimas para los marcadores
utilizados fueron los indicados en la
Tabla 3 obteniendo los productos de
amplificacion esperados.
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Amplificacion mediante PCR

Una vez realizada la amplificacién con
los respectivos primers, se observd la
presencia/ausencia de las bandas en los
geles de electroforesis de cada uno de los
marcadores en los cultivares estudiados
(Tabla 8).

Tabla 8. Presencia/ausencia de alelos (QTL/genes) resistentes a PVY, G. pallida y G.

rostochiensis en las cultivares evaluadas.

Marcadores moleculares

N° Cultivares RYSC3 HC Gro 1-4

PVY G. pallida G. rostochiensis
1 Aurora + + -
2 Chota Nawi + + +
3  Desireé + - -
4  lsabel + + +
5 Runa Toralapa + - -
6 Keila + + +
7  Morita + + -
8 Pafrita + - -
9 Palta Chola + + -
10 Pinker + - -
11 Puyjuni + + -
12 Robusta + + -
13 Rosada + + -
14 Salomé + - -
15 Victoria + + +
16 Violeta + + +
17 Yungueiiita + + -
18 Jaspe + + +
19 Huaycha - -
20 India + + +
21 C+ Pro Pbo Whi
22 C-

Leyenda: + Presencia del alelo de resistencia, - Ausencia del alelo de resistencia, C+
Control positivo (resistente), C- Control negativo (susceptible), Pro: Papa Rosa, Pbo: Pinta

Boca, Wni: Wallpa Ningri.



ARTICULO DE INVESTIGACION

Revista Latinoamericana de la Papa 22 (2): 10 - 32

http://www.papaslatinas.org/revista.html

Deteccidn del gen de resistencia Ryadg al
virus PVY con el marcador RySC3

El analisis realizado mostré que el alelo
para el marcador RySC3 esta co-
localizado con el gen Ryayqg para
resistencia a PVY, ubicada en el
cromosoma XI a 320 pb (Gebhardt et

- . wd
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al., 2006), fue observado en todos los
cultivares (Tabla 10 y Figura 2), a
excepcion del cultivar Huaycha que fue el
control negativo (C-) donde no se observo
la banda del alelo de resistencia; en
cambio, el cultivar Papa Rosa (adg) que
se utiliz6 como control positivo (C+) si
mostro el alelo.

Ci I (1 B E0 b R LN S5 W (00 A - L | PR R

Figura 2. Deteccion del gen Ryadg, utilizando el marcador RySC3 en cultivares de papa
mejorada (Solanum tuberosum), representada por el fragmento de 320 pb.1. Aurora, 2.
Chota Nawi, 3. Desireé, 4. Isabel, 5. Runa Toralapa, 6. Keila, 7. Morita, 8. Pafrita, 9. P'alta
Chola, 10. Pinker, 11. Puyjuni Imilla, 12. Robusta, 13. Rosada, 14. Salome, 15. Victoria,
16. Violeta, 17. Yungueiiita, 18. Jaspe, 19. Huaycha C-, 20. India, 21. Papa Rosa C+, C-

(de reaccidn).

Deteccion del gen/QTL de resistencia
RGp5-vrnHC

El alelo para el marcador HC que co-
localiza con el gen/QTL RGp5-vrnHC
para resistencia a G. pallida, ubicado en
el cromosoma V a 276 pb (Sattarzadeh et

al., 2006), no se detecto en las cultivares
Desirée, Runa Toralapa, Pafrita, Pinker,
Salomé y Huaycha (Tabla 10 y Figura 3).
Todas las demds cultivares si mostraron
el alelo de resistencia, incluyendo el
control positivo Pinta Boca (stn).
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Figura 3. Deteccion del gen/QTL RGp5-vrnHC, utilizando el marcador HC en cultivares
de papa mejorada, representada por el fragmento de 276 pb.1. Aurora, 2. Chota Nawi, 3.
Desireé, 4. Isabel, 5. Runa Toralapa, 6. Keila, 7. Morita, 8. Pafrita, 9. P'alta Chola, 10.
Pinker, 11. Puyjuni Imilla, 12. Robusta, 13. Rosada, 14. Salome, 15. Victoria, 16. Violeta,
17. Yunguefiita, 18. Jaspe, 19. Huaycha C-, 20. India, 21. Pinta Boca C+, C- (de reaccion).

2006), fue observado en los cultivares
Chota Nawi, Isabel, Keila, Victoria,
Violeta, Jaspe e India y en el control
positivo nativo Wallpa Ningri (stn). Los
demaés cultivares no mostraron el alelo de
resistencia (Tabla 2 y Figura 4).

Deteccidn del gen de resistencia Grol-4

El alelo para el marcador Grol-4 que co-
localiza con el gen Grol-4 para
resistencia a G. rostochiensis en el
cromosoma VI a 602 pb (Gebhardt et al.,

4—602 ph
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Figura 4. Deteccion del gen Gro 1-4, utilizando el marcador Gro 1-4 en cultivares de papa
mejorada (Solanum tuberosum), representada por el fragmento de 602 pb. 1. Aurora, 2.
Chota Nawi, 3. Desireé, 4. Isabel, 5. Runa Toralapa, 6. Keila, 7. Morita, 8. Pafrita, 9. P'alta
Chola, 10. Pinker, 11. Puyjuni Imilla, 12. Robusta, 13. Rosada, 14. Salome, 15. Victoria,
16. Violeta, 17. Yungueiiita, 18. Jaspe, 19. Huaycha C-, 20. India, 21. Wallpa Ningri C+,
C- (de reaccion).

En el presente estudio se validaron
marcadores moleculares que co-localizan

especies cultivadas y silvestres de papa
(Gabriel et al.,, 2011). Las especies

con genes de resistencia al PVY vy al
nematodo-quiste  (G. pallida, G.
rostochiensis) en los cromosomas Xl, V
y VII respectivamente. Estos marcadores
fueron validados en cultivares de papa
obtenidas de la combinacion de diversas

cultivadas utilizadas en los cruzamientos
involucraron a Solanum andigena (4x), S.
tuberosum (4x), S. goniocalyx (2x), S.
phureja (2x) y S. ajanhuiri (2x), y a las
especies silvestres S. stoloniferum (4x), S.
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iopetalum (6x), S. palustre (2x), S.
fendleri (2x).

Los resultados mostraron que los
marcadores moleculares utilizados para
asociar los genes de resistencia a
multiples factores fue un método eficiente
para asociar con los rasgos de resistencia
en las cultivares evaluadas. La utilizacién
de los marcadores ligados a los tres loci
mayores de resistencia: HC, Gro 1-4 y
RySC3 lograron asociarse con los genes
de resistencia RGp5-vrnHC, Gro 1-4 y
Ryadg respectivamente.

Se debe mencionar que la resistencia al
virus PVY es simple y estd gobernada por
genes R mayores que le confiere un tipo
de resistencia monogénica (Mihovilovich
et al., 1998; Fernandez — Northcote,
1991). Esto se notd en los 20 cultivares, o
sea el 100% mostro la presencia del alelo
de resistencia a PVY, probablemente
proveniente de las especies de S.
andigena y/o S. stoloniferum (Fernandez-
Northcote y Brown, 1981), utilizados en
la generacion de los cultivares. Una
experiencia reciente en la que se utilizo el
marcador Rysc3 para la deteccion del gen
Ryadg, de un total de 71 progenitores de
papa analizados, 30 mostraron algun tipo
de resistencia a PVY y 17 fueron
portadores del marcador; ademas este
marcador fue utilizado para la seleccion
asistida (SAM) en 499 progenies
provenientes de diferentes cruzamiento,
mostrando un 99.7% en la eficacia de
deteccion del gen Ryadg (Sagredo et al.,
2009).

En el caso del nematodo del quiste el
analisis de la resistencia se complica por
ser poligénica y esta gobernada por genes
menores de herencia cuantitativa (Ross,
1986). En el presente estudio se observo
que 14 de las 20 cultivares evaluados, es
decir el 70% mostraron el alelo de
resistencia para G. pallida y 7 de los 20
cultivares, es decir el 35% mostraron el

Marcadores moleculares asociados a genes de resistencia

alelo de resistencia a G. rostochiensis.
Esto, esta indicando la complejidad de la
resistencia de G. rostochiensis en
referencia a G. pallida. Esta resistencia
aparentemente esté vinculada a la especie
S. palustre (antes S. vernei) y S.
andigena, que fueron reportadas como
resistentes por Ross (1986) y que fueron
utilizadas en las cruzas para obtener los
cultivares evaluados.

Se debe resaltar que los cultivares nativos
Papa Rosa (adg), Pinta Boca (stn) y
Wallpa Ningri (stn) mostraron ser testigos
positivos para los marcadores
moleculares RySC3, HC y Gro 1-4, que
estan asociados a los genes de resistencia
a PVY, G. pallida y G. rostochiensis.
Indicando esto que estas especies son una
nueva fuente de resistencia genética, y
que no fueron reportados antes como
resistentes.

Se debe enfatizar que s6lo se puede
diferenciar genes/QTL seleccionables.
Esto requiere que tanto el marcador sea
polimorfico, como que la configuracion
alélica del gen/QTL sea apropiada
(Gabriel 2008).

Fue notorio observar que existen
marcadores indirectos y directos. En los
marcadores  indirectos hay ciertas
distancias entre el marcador y un gen de
interés y puede haber recombinaciones. A
este tipo de marcadores pertenecen los
SSRs que son muy polimorficos pero se
pueden también seleccionar ““falsos
alelos”, debido a las recombinaciones.
Esto requiere aumentar el ndmero de
SSRs disponibles (Gabriel 2008).

Andlisis de resistencia al virus Y de la papa
(PVY)

El test DAS-ELISA mostré datos de
absorbancia y severidad al virus PVY que
no se ajustaron a una distribucién normal
para su analisis de varianza, por lo que se
transformaron los datos con una funcion
raiz cuadrada, logrando de esta forma
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ajustar a una curva normal. El coeficiente
de varianza fue de 9.94% y 32.56%
respectivamente. Indicando esto que la
varianza esta en el rango permitido para
este tipo de experimentos. (Tabla 11). EL
ANOVA mostré que hubo diferencias

Revista Latinoamericana de la Papa

significativas al p<0.05 de probabilidad
para cultivares, lo que indico que al
menos una cultivar fue diferente en la
absorbancia y la severidad al virus PVY
(Tabla 11).

Tabla 11. ANOVA de las variables absorbancia y severidad del virus PVY.

FV Gl CMabs CM sev
Cultivares 20 0.04* 0.97*
Error 59 0.02 0.46
Total 79
CVv 9.94 32.56

Leyendas: FV: Fuentes de Variacion, Gl: Grados de Libertad, CM: Cuadrados Medios,
CV: Coeficiente de Variacion, *: significativo al p<0.05.

El andlisis de medias mediante la prueba
de Duncan, mostré que la absorbancia
para el virus PVY fue significativamente
diferente (p<0.05) para las -cultivares
evaluados, esto estaria indicando que el
comportamiento frente al virus PVY no
es el mismo en todos los cultivares. Se
determinaron ocho grupos de resistencia
(Figura 5). El cultivar que presentd mayor
resistencia fue Chota Nawi, seguida por la

1.60 a

resistencia de Aurora, Desireé y Victoria.
Los cultivares Huaycha y Runa Toralapa
mostraron resistencia moderada. Los
cultivares P’alta Chola, Isabel, Robusta,
Keila, Violeta, Pinker, India, Yungueiiita,
Salomé y Rosada mostraron resistencia
parcial. Las cultivares Puyjuni imilla,
Morita y Jaspe fueron moderadamente
susceptibles y la méas susceptible fue el
cultivar Pafrita.
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Figura 5. Histograma de los valores promedio de absorbancia del virus PVY en las 20
cultivares de papa. Promedios con letras distintas indican diferencias significativas al
p<0.05 de probabilidad. Valor DMS =. 6111

siendo el cultivar Victoria con mayor

En cuanto a severidad se determinaron . . .
resistencia. Luego P"alta Chola, Huaycha,

cinco grupos de resistencia (Figura 6)
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Isabel, Violeta, Chota Nawi, Pinker,
Keila, Robusta e India mostraron
resistencia moderada. Los cultivares
Puyjuni imilla, Aurora, Yunguefiita,
Jaspe, Desireé y Salomé con resistencia

Marcadores moleculares asociados a genes de resistencia

parcial. Los cultivares Morita, Rosada y
Pafrita fueron moderadamente
susceptibles y el cultivar Runa Toralapa
fue el mas susceptible al virus PVY
(Figura 6).
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Figura 6. Histograma de los valores promedio de severidad del virus PVY en los 20

cultivares de papa. Valor DMS = 4.445

Los cultivares Chota Nawi y Victoria
fueron reportadas como resistentes al
virus PVY en evaluaciones de campo
previas como fue sefialado por Gabriel et
al. (2011) y comprobado en este
experimento, debido probablemente a la
inmunidad a PVY en S. stoloniferum y la
subsp. andigena las cuales son
gobernadas por genes dominantes Rysto y
Ryadg respectivamente segun indica
Fernandez-Northcote (1991) y Flis et al.
(2005). Por otro lado el cultivar Pafrita no
fue registrado como resistente en previas
evaluaciones de campo y de acuerdo a los
datos de absorbancia y severidad es el
cultivar mas afectado por el virus. Los
tres cultivares amplificaron para el
marcador RySC3.

El andlisis de correlacion de Pearson entre
las variables Absorbancia y Severidad
mostré una baja correlacion (r = 0.251),
significativa a un p< 0.05 de
probabilidad.

La baja correlacién entre la absorbancia y
los datos de severidad del virus PVY en
las cultivares evaluadas, podria deberse a
distintos factores, como el
enmascaramiento de sintomas teniendo en
cuenta que el desarrollo de sintomas
depende del huésped, del virus y de las
condiciones ambientales. Por eso uno
espera encontrar plantas susceptibles que
no muestran sintomas. Por otro lado
debido a la presencia de algin otro virus
que esté co-existiendo con el virus PVY,
el cual no podia ser detectado mediante
DAS-ELISA por la especificidad de esta
prueba. Se conoce que las interacciones
entre virus (sinergismo) pueden inducir el
desarrollo de enfermedades mas severas
que aquellas causadas por la infeccién
con un solo virus como menciona Salazar
(1995). Este Gltimo es menos probable ya
que el experimento con virus se realizo
bajo  condiciones controladas en
invernadero.
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Andlisis de resistencia al nematodo

quiste Globodera spp.

en el rango permitido para este tipo de
experimentos. La prueba de ANOVA
mostré diferencias significativas a una
probabilidad de p<0.05 para PR.
Indicando esto que al menos una cultivar
mostro diferencias en PR. No se
observaron diferencias significativas para
TMR y TR (Tabla 13).

La Tasa de multiplicacion en raiz (TMR),
Tamafo de raiz (TR) y Peso de raiz (PR)
no mostraron una distribucion normal por
lo que se transformaron los datos
aplicando la funcién Log (n+1) para
ajustar a una curva normal. Se observo
CV de 27%, 19% y 19% respectivamente.
Esto estaria indicando que la varianza esta

Tabla 13. ANOVA de la Tasa de multiplicacion en raiz (TMR), Tamafio de raiz (TR) y
Peso de raiz (PR) en las 20 cultivares evaluados.

FV Gl CMTMR CMTR CMPR
Cultivares 19 0.36 ns 0.10 0.09*
Error 64 0.23 0.13 0.05
Total 83
Ccv 27.02 19.07 19.08

Leyendas: FV: Fuentes de Variacion, Gl: Grados de Libertad, CM: Cuadrados Medios,

CV: Coeficiente de Variacién, Pr:
probabilidad.

El analisis de medias mediante la prueba
de Duncan con TMR, determind siete
grupos diferentes de resistencia (Figura
9): El cultivar Palta Chola con mayor
resistencia, seguida por la resistencia de
Salomé y Pinker. Los cultivares Chota
Nawi, Desireé y Robusta mostraron
resistencia moderada. Se observo una
6.0

5.0 - ab

Probabilidades,

*

Significativo al p<0.05 de

resistencia parcial en los cultivares Isabel,
Rosada, Runa Toralapa, Yunguefiita,
Aurora, Puyjuni Imilla, Victoria, Morita,
India, Keila y Jaspe. El cultivar Huaycha
fue moderadamente susceptible y los
cultivares Pafrita y Violeta fueron los mas
susceptibles a la infeccion por nematodos
del quiste.
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Figura 7. Histograma de los valores promedio de TMR para las 20 cultivares de papa.
Valor DMS = 2.741
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El cultivar P’alta Chola fue reportada
como resistente a Globodera spp. por
Gabriel et al., (2011) en previos estudios
de campo, lo cual se pudo comprobar en
el presente estudio ya que fue la cultivar
que presento la menor TMR. Este cultivar
amplificé para el marcador HC. En los
cultivares Violeta y Pafrita se expresaron
los mayores TMR, confirmando ambos
cultivares su susceptibilidad al ataque de
los nematodos del quiste. El cultivar
Violeta amplifico los marcadores HC y
Gro 1-4, sin embargo el cultivar Pafrita
no amplificO para ninguno de los
marcadores.

El analisis de correlacion de Pearson para
las variables TMR, TR y PR (Tabla 14),
mostré una correlacion moderada vy
altamente significativa a un p<0.01 de
probabilidad (r = 0.443) entre el TMR y
el TR, una baja correlacién (r = 0.312)
entre TMR y PR, finalmente una alta
correlacion y altamente significativa (r =
0.631) entre TRy PR.

Franco et al. (1993) menciona que, el
concepto de resistencia a G rostochiensis
y G. pallida, en la mayoria de clones de
papa, esta relacionado a la falta de
desarrollo del segundo estado juvenil (J2)
después de penetrar a la raiz, o de ser
posible el desarrollo, hay preferencia a
formarse machos en mayor proporcion. El
exudado radicular asegura que los
nematodos (J2) emerjan del huevo cuando
las condiciones son favorables y se
produzca la penetracion a la raiz, seguido
esto numerosos cambios bioquimicos
deben ocurrir en el metabolismo de la
planta como consecuencia de su
compatibilidad (susceptibilidad) o como
resultado de su incompatibilidad
(resistencia) durante el proceso de
relacion hospedante-parasito, esto sugiere
que un mayor desarrollo radicular permite
una mayor invasion, desarrollo vy
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multiplicacion del nematodo del quiste.
En este caso la tasa de multiplicacion del
nematodo en raiz (TMR) no tiene una
fuerte correlacion con el tamafio (TR) y
peso de raiz (PR) sino una moderada y
baja correlacion, lo cual indica que la
reproduccién del nematodo se ve afectada
no solo por la cantidad de raiz sino por
diversos factores como la resistencia que
posea la cultivar de papa, las condiciones
del medio ambiente y la raza o patotipo
del nematodo.

Las razas o patotipos del nematodo del
quiste podrian complicar el analisis de la
resistencia. En ambas especies de
Globodera se presentan varios patotipos,
los cuales pueden llegar a superar la
resistencia por ejemplo, un cultivar de
papa reconocida como resistente puede
llegar a estar infestada por un namero
cada vez mayor de poblaciones de
nematodos debido a la seleccion y
multiplicacion de otros patotipos de
Globodera (Franco, 1981). En nuestro
estudio el marcador HC reportado por
Sattarzadeh et al., (2006) detecta el gen
de resistencia a G. pallida
especificamente para los patotipos
Pa2/Pa3, y el marcador Gro 1-4 reportado
por Gebhardt et al., (2006) detecta el gen
de resistencia a G. rostochiensis para los
patotipos 1-4. A nivel mundial se han
identificado cinco patotipos de G.
rostochiensis y seis de G. pallida, por
tanto los marcadores utilizados pueden no
estar detectando todos los patotipos
presentes en la poblacion de nematodos,
esto podria explicar el que algunos
cultivares evaluados a pesar de haber
amplificado ambos marcadores hayan
presentado altos niveles de multiplicacion
del nematodo.

Es el complejo de poblaciones del
nematod del quiste lo que dificulta una
mayor precision en el analisis, ademas es
conocido que G. rostochiensis es
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manejado por un gen, en cambio G.
pallida es poligénico, eso complica mas
el tipo de marcadores usados, fuera de las
razas y especies (Achenbach, 2007). Sin
embargo este trabajo contribuye al
conocimiento de nematodos en Bolivia.

La identificacion de especies de
Globodera realizada a través de cortes

Revista Latinoamericana de la Papa

perineales en quistes, determind que en
todos los casos hubo predominancia de la
poblacion de G. pallida en las cultivares
evaluados, es decir G. pallida (86.25 %
aproximadamente) supera en porcentaje
de quistes a G. rostochiensis (13.75 %
aprox.) (Tabla 15).

Tabla 15. Determinacion de especies de Globodera en muestras de los cultivares

evaluados.
Cortes Poblacion
Cultivar perineales G. rostochiensis G.pallida
Repeticion  (porcentaje) (porcentaje)

. 1 20.0 80.0
Pafrita 2 25.0 75.0
1 214 78.6
Rosada 2 15.4 84.6
Huavcha 1 29.4 70.6
y 2 16.7 83.3
1 18.2 81.8
Runa Toralapa 5 10.0 90.0
. 1 8.3 91.7
Palta Chola 5 273 797
India 1 0.0 100.0
2 214 78.6
Promedio 13.75 86.25

Franco y Gonzalez (2011) reportaron que
en Bolivia, G. pallida supera ligeramente
la incidencia de G. rostochiensis.
Chuquisaca, La Paz y Cochabamba son
los Departamentos mas infestados por
esta especie, en cambio, Tarija y La Paz
por G. rostochiensi, en este caso en
particular se comprobé la predominancia
de la poblacion de G. pallida por sobre G.
rostochiensis en las muestras evaluadas.
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